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Sinds de afgelopen decennia worden nanodeeltjes veel gebruikt als veelbelovende 
drugsdragers. Vanwege hun unieke fysisch-chemische eigenschappen en hun veelzijdigheid 
om op veel verschillende manieren te worden ontwikkeld, bieden nanodeeltjes de 
mogelijkheid om slecht oplosbare geneesmiddelen te omhullen, hun bloedcirculatie en 
weefseldistributie te wijzigen en passieve of actieve doelgerichtheid op specifiek weefsel te 
bevorderen. De overstap naar de kliniek blijft echter een grote uitdaging, en slechts relatief 
weinig nanomedicijnen zijn op de markt gekomen. Recente debatten in het veld hebben 
aangetoond dat een beter begrip van hoe nanodeeltjes biologische barrières overwinnen en 
door cellen worden verwerkt, kan helpen het ontwerp van nanogeneeskunde te verbeteren 
en beter specifieke cellen te bereiken. Van de vele biologische barrières, zijn de vorming van 
een eiwitcorona na toediening en het vermogen van nanodeeltjes om de (specifieke) 
endotheelcelbarrières te targeten, die de toegang tot het beoogde weefsel regelen, twee 
cruciale aspecten die nog nader onderzoek vereisen. In deze context was het doel van het 
proefschrift om een beter begrip te krijgen van de interacties van nanodeeltjes met 
endotheelcellen, en tegelijkertijd de eiwitcorona te gebruiken als een hulpmiddel om nieuwe 
targeting strategieën te ontdekken voor medicijnafgifte naar specifieke endotheelceltypes. 
Na toediening in de bloedbaan zullen nanomedicijnen immers eerst de barrières van 
endotheelcellen moeten passeren om het onderliggende weefsel te bereiken. In tegenstelling 
tot subconfluente of confluente celkweken die worden gebruikt voor in-vitro tests, brengen 
celbarrières zonula occludens (tight junction) eiwitten tussen de cellen tot expressie om 
paracellulair transport te beperken en alleen selectief transport van of naar het onderliggende 
weefsel mogelijk te maken. Momenteel maken veel onderzoeken naar interacties tussen 
nanodeeltjes en cellen vaak gebruik van standaardcelculturen die in verschillende dichtheden 
zijn gegroeid, waardoor het nog steeds ontbreekt aan een duidelijk begrip van hoe de 
ontwikkeling van cellen tot celbarrières dergelijke interacties beïnvloedt. 
In deze context, in Hoofdstuk 3, gebruikten we endotheelcellen van de humane primaire 
navelstrengader (HUVEC) als celmodel om te bestuderen hoe de vorming van een 
endotheelcelbarrière de opname van nanodeeltjes beïnvloedt. Ten eerste hebben we 
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uitgebreide optimalisatie van celkweekomstandigheden uitgevoerd om een goede 
differentiatie van cellen in celbarrières te garanderen. De resultaten lieten duidelijk zien dat 
dit leidde tot verschillen in de expressie van genen die betrokken zijn bij endocytose. 
Interessant is dat dit ook gepaard ging met een verminderde opname van nanodeeltjes, 
vergeleken met de opname gemeten voor dezelfde nanodeeltjes in subconfluente of zelfs 
confluente HUVEC's. De verminderde opname was niet alleen te wijten aan minder cel 
oppervlak dat beschikbaar is voor interactie met nanodeeltjes in celbarrières omdat zowel 
celbarrières als confluente cellen vergelijkbare celaantallen en blootgesteld cel oppervlak 
hadden. Dit suggereerde ook dat confluentie alleen geen garantie is voor differentiatie van 
cellen in celbarrières. Verder hebben we door middel van transportremmers onderzocht of de 
vorming van celbarrières de endocytische mechanismen kan beïnvloeden waardoor 
nanodeeltjes worden geïnternaliseerd. Er kon echter alleen voorlopige informatie worden 
verkregen omdat veel van de transportremmers die in dit onderzoek werden gebruikt de 
integriteit van de barrière schaadden en in het algemeen slechts een gedeeltelijke opname-
vermindering werd waargenomen. Het is duidelijk dat er andere methoden moeten worden 
ontwikkeld en / of gecombineerd om deze kwestie volledig te kunnen verhelderen. 
Een ander belangrijke overweging bij het targeten van endotheelcellen is hun grote 
heterogeniteit in morfologie en functie. Het is bekend dat endotheelcellen fenotypisch 
verschillen in verschillende weefsels, organen, vaten en ook afhankelijk van fysiologische 
omstandigheden. Vanwege deze fenotypische verschillen en unieke cellulaire eigenschappen 
is het waarschijnlijk dat ze ook een verschillend opnamegedrag van nanodeeltjes zullen 
vertonen. Tegelijkertijd kan deze heterogeniteit ook worden benut om strategieën te 
ontwikkelen voor gerichte opname door specifieke endothelia. Tot dusver zijn de meeste 
onderzoeken gedaan om het effect van fysisch-chemische eigenschappen van nanodeeltjes 
op de opname te begrijpen, maar er is relatief weinig aandacht besteed aan het begrijpen hoe 
verschillende cellulaire eigenschappen de opname kunnen beïnvloeden. Zo hebben we in 
Hoofdstuk 4 bestudeerd hoe de heterogeniteit van endotheelcellen de opname van 
nanodeeltjes beïnvloedt. Vier recentelijk onsterfelijk gemaakte endotheelcellijnen afkomstig 
van verschillende organen, namelijk lever, hersenen, longen en nieren, werden geselecteerd 
en gebruikt om endotheelcelbarrières te vormen. Zo werd de opname van silica-nanodeeltjes 
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met verschillende oppervlaktefunctionalisatie in alle cellijnen vergeleken. We 
veronderstelden ook dat elk type endotheelcellen een andere voorkeur zou hebben voor de 
verschillende soorten nanodeeltjes. 
Daarnaast hebben we getest of de opnamevoorkeuren veranderden wanneer de nanodeeltjes 
werden gedispergeerd in verschillende sera (runder en menselijk serum). Het is bekend dat 
de serumbron de samenstelling van de corona die vormt op de nanodeeltjes, beïnvloedt, en 
dit zal waarschijnlijk ook de opnamevoorkeuren voor de verschillende celtypes beïnvloeden. 
Zo werden nanodeeltjes van siliciumdioxide van 100 nm met drie verschillende 
oppervlaktefunctionalisaties (neutraal, amino-gemodificeerd en gecarboxyleerd) gebruikt als 
modellen voor verschillende nanodeeltjes, en ze vertoonden andere opname-efficiëntie voor 
de verschillende endothelia, wat bevestigt dat heterogeniteit van endotheelcellen de opname 
van nanodeeltjes door cellen beïnvloedt. In alle endotheelbarrières werden de drie 
nanodeeltjes echter volgens dezelfde trends geïnternaliseerd, waarbij het amino-
gemodificeerde silicium de hoogste opname in alle cellen vertoonde wanneer nanodeeltjes in 
runder serum werden gedispergeerd. Interessant is dat alle endothelia hun 
opnamevoorkeuren veranderden van amino-gemodificeerd siliciumdioxide naar 
gecarboxyleerd siliciumdioxide wanneer menselijk serum werd gebruikt in plaats van runder 
serum, wat bevestigt dat verschillen in de eiwitcorona de voorkeuren voor opname van 
nanodeeltjes kunnen beïnvloeden. Om meer inzicht te krijgen in de waargenomen verschillen 
in opname-efficiëntie tussen de verschillende endothelia, vergeleken we ook de 
opnamesnelheden van hersen- en lever-endotheel, hier geselecteerd als representatief 
endotheel met respectievelijk een lage en een hoge opname. De resultaten toonden aan dat 
de opnamesnelheid van de vloeistoffase markers TRITC dextran vergelijkbaar was in de twee 
endothelia. De receptor-gemedieerde opname van transferrine (geselecteerd als een model 
om de snelheid van een receptor-gemedieerde opname te vergelijken) was echter heel 
anders, wat suggereert dat de waargenomen verschillen in de opname-efficiëntie van 
nanodeeltjes waarschijnlijk te wijten zijn aan verschillen in receptorexpressie, en ook aan 
verschillen in hun affiniteit en activiteit in de verschillende organen. 
Over het geheel benadrukken de resultaten van Hoofdstuk 4 het belang van het benutten van 
verdere endotheelcel-heterogeniteit voor een beter ontwerp van gerichte nanomedicijnen. 
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Bovendien toonden ze ook de invloed aan van verschillende eiwitcorona op 
opnamevoorkeuren door cellen. Vergelijkbare effecten kunnen worden gebruikt om nieuwe 
targetingstrategieën te ontdekken door gebruik te maken van deze eiwitlaag. In feite hebben 
eerdere studies aangetoond dat adsorptie van bepaalde plasma-eiwitten op het oppervlak van 
nanodeeltjes kan leiden tot natuurlijke doelgerichtheid van nanodeeltjes in specifieke cellen 
en dat deze eiwitlaag kan worden herkend door celreceptoren. Aangezien de samenstelling 
van de eiwitcorona wordt beïnvloed door de fysisch-chemische eigenschappen van 
nanodeeltjes, evenals de omgevingsomstandigheden waaraan ze worden blootgesteld, kan 
het afstemmen van deze eigenschappen de identificatie van corona-eiwitten mogelijk maken 
die een rol spelen bij de opname. Om een breder perspectief te geven op de interactie van de 
eiwitcorona en celreceptoren, heb ik in Hoofdstuk 2 een gedetailleerd overzicht 
gepresenteerd van de meest recente bevindingen op dit gebied en de momenteel beschikbare 
methoden om corona-eiwitten te identificeren die correleren met een hogere of lagere 
opname door cellen, evenals de receptoren die de corona-eiwitten binden en betrokken zijn 
bij de opname van nanodeeltjes. Dit omvatte ook de presentatie van de methoden die in dit 
proefschrift zijn geoptimaliseerd en toegepast voor dergelijke studies. Bovendien is het belang 
om rekening te houden met corona-interacties met celreceptoren voor de ontwikkeling van 
gerichte nanogeneesmiddelen benadrukt. 
Daarom heb ik in Hoofdstuk 5, om de eiwitcorona als een natuurlijke targetingstrategie te 
benutten, een correlatieanalyse uitgevoerd tussen de eiwitcorona-samenstelling van een 
selectie van nanodeeltjes en hun opnameprofiel in de vier verschillende endothelia die in 
Hoofdstuk 4 worden gebruikt. Om verschillende corona's te vormen werden 6 verschillende 
siliciumdioxidedeeltjes van 2 verschillende groottes (100 en 200 nm) en 3 verschillende 
oppervlaktefunctionalisaties (neutraal, amino-gemodificeerd en gecarboxyleerd) gebruikt. 
Om corona's te vormen die meer op fysiologische omstandigheden lijken, werd bovendien 
volledig (onverdund) menselijk plasma in plaats van standaard runder of menselijk serum met 
verschillende concentraties gebruikt als eiwitbron. Massaspectrometrie bevestigde dat 
corona's van verschillende samenstellingen werden verkregen, zoals vereist om 
correlatieanalyse uit te voeren. Op basis van de resultaten correleerden verscheidene corona-
eiwitten verschillend met opname door de verschillende endothelia. Interessant is dat 
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sommige eiwitten alleen een positieve correlatie vertoonden met opname (eiwitten 
geassocieerd met een hoge opname van nanodeeltjes) in sommige specifieke endothelia maar 
niet in de anderen, wat de algemene hypothese bevestigt dat de corona kan leiden tot 
natuurlijke doelgerichte opname door specifieke endothelia. Evenzo vertoonde bepaalde 
eiwitten ook een negatieve correlatie (eiwitten geassocieerd met een lage opname van 
nanodeeltjes). Om de betrokkenheid van enkele van de geïdentificeerde corona-eiwitten bij 
de cellulaire opname te valideren, namelijk transferrine, menselijk serumalbumine (HSA), 
histidine-rijk glycoproteïne (HRG) en alfa-2-antitrypsine, werden verdere tests uitgevoerd met 
endotheel van de hersenen en de lever met 200 nm amino-gemodificeerd siliciumdioxide (hier 
gebruikt als model nanodeeltje vanwege de hogere opname). Eerst hebben we kunstmatige 
corona's gevormd door de nanodeeltjes te coaten met deze individuele eiwitten. Dit stelde 
ons in staat om te bevestigen dat HRG op zichzelf voldoende was om de opname van 
nanodeeltjes in beide endothelia in dezelfde mate te verminderen als de corona gevormd in 
volledig menselijk plasma, wat de negatieve correlatie met de opname bevestigde. Daarnaast 
hebben we competitiestudies uitgevoerd met transferrine en HSA om de betrokkenheid van 
hun receptoren bij de opname te zien. Interessant is dat we, in plaats van opname-
vermindering, een significante toename van opname in lever-endotheel waarnamen bij 
toenemende transferrine-concentratie in het medium. Aanvullende tests suggereerden dat 
de toename van de opname zou kunnen optreden als gevolg van het veranderen van de 
opname naar andere receptoren met een hogere opname-efficiëntie wanneer 
transferrinereceptoren worden ingenomen door het vrije transferrine. Over het geheel 
genomen lieten de resultaten in Hoofdstuk 5 zien dat het aanpassen van de 
coronasamenstelling door gebruik te maken van nanodeeltjes met verschillende fysisch-
chemische eigenschappen, verschillende opnameprofielen kan opleveren. Dit kan op zijn 
beurt worden gebruikt om correlatieanalyse uit te voeren om eiwitten te identificeren die 
geassocieerd zijn met een hogere of lagere opname, die vervolgens kunnen worden gebruikt 
om targetingstrategieën te ontwikkelen of om de verwijderen van nanodeeltjes uit het 
lichaam na administratie te verminderen. Het is duidelijk dat er veel meer werk nodig is om 
de eiwitcorona volledig voor dit doel te gebruiken. Hoewel correlatieanalyse ons in staat stelt 
potentiële corona-eiwitten en receptoren te identificeren die geassocieerd zijn met opname, 
is validatie vereist en zijn betere methoden nodig om degenen te onderscheiden die echt 
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verantwoordelijk zijn voor de opname van nanodeeltjes. 
Daartoe hebben we in Hoofdstuk 6 twee andere methoden toegepast en vergeleken om 
celreceptoren te identificeren die betrokken zijn bij de opname van nanodeeltjes in het 
endotheel van de hersenen en de lever. Deze methoden zijn gebaseerd op een combinatie 
van corona proteomics, op biotinylering-gebaseerde methoden, onderzoeken naar de 
opname van nanodeeltjes in cellen, en massaspectrometrie, en werden gebruikt om 
celreceptoren te identificeren die betrokken zijn bij de opname van corona-gecoate silicium 
nanodeeltjes van menselijk plasma. In de eerste methode werden celreceptoren eerst 
gebiotinyleerd en geëxtraheerd uit de endotheelcellen van de hersenen en de lever, en 
vervolgens werden degene die silicium nanodeeltjes met een corona van menselijk plasma 
binden, geïdentificeerd na het extraheren door middel van massaspectrometrie. Bij de tweede 
methode werden interacterende receptoren echter direct op levende cellen geïdentificeerd. 
Eerst werden celreceptoren gebiotinyleerd, daarna werden de nanodeeltjes aan cellen 
toegevoegd en werden de receptoren die samen met nanodeeltjes werden geïnternaliseerd, 
geëxtraheerd, gezuiverd en geïdentificeerd door massaspectrometrie. Door deze twee 
methoden te gebruiken, konden we niet alleen de receptoren identificeren die betrokken zijn 
bij de opname van nanodeeltjes, maar ook onderscheid maken tussen unieke interacterende 
receptoren die verschillen wat betreft type en / of hoeveelheid tussen de hersenen- en het 
lever-endotheel. Bij het gebruik van de eerste methode was verdere validatie noodzakelijk 
omdat sommige van de geïdentificeerde receptoren waarschijnlijk niet correct aan de corona 
waren gebonden, bijvoorbeeld als gevolg van conformationele veranderingen tijdens 
proteïne-isolatie of als gevolg van onjuiste oriëntatie na isolatie en binding aan domeinen 
normaal blootgesteld in het cytosol. Het is dus van belang deze receptoren uit te sluiten. Aan 
de andere kant stelde de tweede methode ons in staat het aantal receptoren voor verdere 
validatie te beperken, aangezien de receptorbinding met het eiwitcorona plaatsvond op 
levende cellen, waardoor onjuiste binding werd geminimaliseerd en alleen de receptoren die 
in cellen werden aangetroffen door de opname van nanodeeltjes, werden geïsoleerd. 
Van alle geïdentificeerde receptoren werden de meest veelbelovende kandidaten verder 
gevalideerd voor hun betrokkenheid bij de opname door nanodeeltjes kunstmatig te 
functionaliseren met de individuele liganden van hun overeenkomstige receptoren. 
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Vitronectine werd geselecteerd als ligand voor integrine alpha-V/beta-3 en/of integrine alpha-
V/beta-1, plasminogeen als ligand voor alpha-enolase en transferrine als ligand voor 
transferrinereceptor 1 (TFR1). 
We ontdekten dat vitronectine de opname van nanodeeltjes in zowel de hersenen als het 
lever-endotheel sterk kan versterken tot respectievelijk 25 en 7 keer. Belangrijk is dat dit 
targeting effect en verbeterde opname-efficiëntie behouden bleven, zelfs wanneer menselijk 
serum aan het medium werd toegevoegd, wat suggereert dat de kunstmatige corona - althans 
gedeeltelijk - behouden blijft, zelfs na blootstelling aan een hoge eiwitconcentratie en dat het 
ook in staat is om efficiënt te concurreren met de serumeiwitten en de endogene liganden 
voor deze receptoren. Verder hebben we ook waargenomen dat een kunstmatige corona van 
plasminogeen levering van nanodeeltjes aan specifieke organen mogelijk maakt, omdat het 
de opname van nanodeeltjes in het endotheel van de lever, maar niet die van de hersenen 
aanzienlijk verhoogde. Hoewel het belangrijk zou zijn om vergelijkbare waarnemingen in vivo 
te bevestigen, tonen deze resultaten duidelijk de potentie van deze methode om receptoren 
betrokken bij de opname van nanodeeltjes te ontdekken en hoe daarmee nanodeeltjes op 
specifieke organen gericht zouden kunnen worden. Afgezien van deze aanvullende 
onderzoeken met een kunstmatige corona van een enkel eiwit, voerden we voor de 
receptoren waarvoor endogene liganden in serum niet duidelijk waren geïdentificeerd, 
soortgelijke tests uit met kunstmatige corona's gemaakt met antilichamen tegen de 
receptoren. Bovendien hebben we geprobeerd hun expressie te reduceren met behulp van 
RNA-interferentie om hun rol in opname van nanodeeltjes te bevestigen. Met deze techniek 
konden we echter geen effect op de opname waarnemen. Een verklaring zou kunnen zijn dat 
de gebruikte antilichamen binding mogelijk maken, maar de opname niet kunnen stimuleren. 
In het geval van het reduceren van de expressie van een receptor, kan het zijn dat er 
verschillende receptoren tegelijkertijd betrokken waren, waardoor het verminderen van één 
receptor niet voldoende was om de opname te blokkeren. Er moeten dus andere methoden 
worden ontwikkeld om de rol van deze receptoren in de opname van nanodeeltjes te 
verduidelijken. Met andere woorden, we zouden een veelbelovend platform kunnen opzetten 
voor het benutten van de eiwitcorona voor het doelgericht brengen van nanocarriers naar 
specifieke cellen. We ontdekten dat verschillende receptoren betrokken waren bij de opname 
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in verschillende cellen, en dit kan worden gebruikt voor de identificatie van potentiële 
targeting-eiwitten voor specifieke celtypen. Meer studies zijn nodig om betere methoden te 
ontwikkelen, vooral om de geïdentificeerde eiwitten te valideren, en om het effect van 
multivalente interacties van verschillende receptoren met de eiwitcorona op de opname van 
nanodeeltjes op te helderen. Desalniettemin illustreren de waargenomen resultaten voor 
vitronectine en plasminogeen duidelijk de potentie van deze aanpak. 
In conclusie was dit Proefschrift gericht op het beter begrijpen van interacties tussen 
nanodeeltjes en endotheelcelbarrières, en het benutten van de eiwitcorona als een strategie 
om deze cellen te targeten. In Hoofdstuk 3 ontdekten we dat de vorming van endotheelcellen 
tot celbarrières het opnamegedrag van nanodeeltjes kan beïnvloeden, wat het belang van een 
goede optimalisatie van de celbarrière bij het gebruik van deze celmodellen benadrukt. Niet 
alleen de vorming van celbarrières, maar ook de heterogeniteit van endotheelcellen kan de 
opname van nanodeeltjes beïnvloeden (Hoofdstuk 4). In feite ontdekten we dat verschillende 
endothelia, afgeleid van vier verschillende organen, verschillende opname-efficiëntie van 
nanodeeltjes vertoonden. Om deze heterogeniteit verder te benutten voor het targeten van 
specifiek endotheel, hebben we de eiwitcorona benut om corona-eiwitten te identificeren die 
een rol speelden bij de opname van nanodeeltjes (Hoofdstuk 5). Interessant is dat we met 
behulp van correlatieanalyse tussen coronasamenstelling van verschillende nanodeeltjes en 
hun opnameprofiel enkele eiwitten konden identificeren, zoals HRG en transferrine, die 
verantwoordelijk waren voor de opname van nanodeeltjes in hersen- en lever-endotheel. Ten 
slotte hebben we de eiwitcorona ook gebruikt als hulpmiddel om celreceptoren te 
identificeren die betrokken zijn bij de opname van nanodeeltjes (Hoofdstuk 6). Door een 
combinatie van twee verschillende methoden te gebruiken op basis van corona proteomics, 
biotinylatie, en opname van nanodeeltjes, konden we (unieke) celreceptoren identificeren die 
betrokken zijn bij de opname van nanodeeltjes in hersen- en lever-endotheel. 
De resultaten die in dit proefschrift worden gepresenteerd, hebben dus enkele belangrijke 
aspecten benadrukt die nuttig kunnen zijn voor verder onderzoek naar endotheelcel-
doelgerichte opname en exploitatie van de corona om nieuwe receptoren te ontdekken. De 
uitbreiding van deze kennis zal helpen om nanogeneesmiddelen met een betere 
doelgerichtheid te ontwerpen en uiteindelijk hun bench-to-bed-ontwikkelingen te versnellen. 
